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El cacao colombiano es considerado de sabor fino y aroma, lo cual abre la posibilidad de 
llegar a mercados diferenciados. En Colombia, la producción de cacao se ve afectada por 
limitantes de tipo fitosanitario, como la mazorca negra del cacao, enfermedad causada por 
los patógenos del género Phytophthora spp. Phytophthora palmivora es la especie que 
tiene mayor presencia en el cultivo de cacao en el mundo, pero este patógeno ha sido poco 
estudiado en nuestro país. La búsqueda de plantas resistentes a la enfermedad y el 
conocimiento de los mecanismos de defensa constituyen un objetivo primordial de estudio 
para el mejoramiento genético de la especie. En este trabajo, se propuso estudiar la 
respuesta de defensa de plántulas de Theobroma cacao L. a la infección de P. palmivora 
usando herramientas fenotípicas y moleculares. Se estandarizó un nuevo protocolo para 
la infección de plántulas. Se confirmó que existe una respuesta diferencial a nivel fenotípico 
y molecular entre dos genotipos contrastantes SCA-6 (tolerante) y CCN-51 (susceptible). 
Se evidenció una activación diferencial de genes de las vías de señalización relacionadas 
con las fitohormonas ácido salicílico (SA), etileno (ET) y ácido jasmónico (JA), mediante la 
cuantificación de la expresión de genes usando RT-qPCR. La vía del ácido salicílico se 
encontró activa a las 48 horas post inoculación (hpi) en el genotipo susceptible CCN-51, 
mientras que las vías del JA y ET estuvieron activas en el genotipo tolerante SCA-6, a las 
24 hpi. De esta manera, se observó que la respuesta en cacao de las vías del JA y ET son 
antagonistas a la vía del SA y que los genes relacionados en éstas se manifiestan en 
distintas etapas durante la infección del patógeno. La información generada constituye un 
insumo para el entendimiento de la interacción entre este patógeno y cacao, además 
provee insumos para la futura selección de plantas mejoradas con resistencia a la 
enfermedad. 
Palabras clave: Phytophthora palmivora, Theobroma cacao, inoculación, genes de 
respuesta, fenotipo, expresión diferencial  
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Abstract 
The Colombian cacao is considered of fine flavor and aroma, which opens the possibility of 
reaching specialized markets. In Colombia, cocoa production is affected by phytosanitary 
restrictions, such as the black pod, a disease caused by the species of the genus 
Phytophthora spp. Phytophthora palmivora is the most cosmopolitan pathogen in cocoa 
crops in the world, but it has been little studied in our country. The presence of black pod 
has affected drastically the cacao production in Colombia. It is essential to look for resistant 
or tolerant plants to this disease for the genetic breeding program. It is also necessary to 
carry out comparative studies on defense mechanisms that are activated in tolerant or 
resistant plants. We studied the defense response of Theobroma cacao L. seedlings to P. 
palmivora infection using phenotypic and molecular tools comparing two genotypes with 
contrasting response to the pathogen, CCN-51 (susceptible) and SCA-6 (tolerant). During 
this project, a new protocol for seedling infection was standardized. The results showed a 
differential response at the phenotypic and molecular level between the two contrasting 
genotypes. The activation of genes of the signaling pathways related to phytohormones 
between the two genotypes is contrasting. The salicylic acid pathway was activated in the 
susceptible genotype CCN-51 at 48 hours post-inoculation (hpi). In contrast, the jasmonic 
acid and ethylene pathways were activated at 24 hpi in the tolerant genotype, SCA-6. These 
results confirmed that these pathways have a response antagonist and synergistic and 
genes related to these pathways are manifested at different stages during the pathogen's 
infection. The results of this project are important to improve the knowledge of the 
relationship between P. palmivora and T. cacao as well as providing insights for the 
selection of improved plants with resistance to disease. 
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El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) despierta gran interés por las oportunidades de 
desarrollo que este cultivo ofrece en nuestro país. La calidad del cacao colombiano tiene 
el potencial de acceder a mercados internacionales diferenciales. En los últimos años, la 
demanda de este producto se ha incrementado paulatinamente debido a su alto valor por 
las características de sabor y aroma que presenta el fruto, además de su utilidad en la 
industria farmacéutica, cosmética, y alimenticia (Fedecacao, 2017). Sin embargo, la 
producción del cacao en Colombia se ve afectada por la presencia de enfermedades 
limitantes dentro de las que se destacan la moniliasis causada por el hongo Moniliophthora 
roreri, y la mazorca negra del cacao, enfermedad causada por el patógeno Phytophthora 
spp. La mazorca negra es el factor más limitante en el cultivo de cacao en el mundo puesto 
que afecta los cultivos en regiones de África Occidental y Central que producen 
aproximadamente el 70 % del cacao mundial (Castellanos et al., 2007). Este impacto 
negativo causa pérdidas mundiales cercanas al 30 % y muerte de un 10 % de los árboles 
(Rodríguez, 2015).  
La mazorca negra ha venido afectando la producción de frutos y la generación de plántulas 
en vivero en zonas productoras de Colombia como el Tolima, Huila y Nariño de una forma 
más fuerte que otros patógenos (Rodríguez, 2015, 2017). Aunque se han reportado 
materiales tolerantes a este patógeno como SCA-6, ICS-1, (Iwaro et al.,1997; Thai et al., 
2000; Cilas y Despréaux, 2004), estos no necesariamente presentan características de 
fruto y aroma deseables para el mercado, aunque como SCA-6 han sido usados como 
parentales buscando conferir esta resistencia a su progenie (Cilas y Despréaux, 2004; 
Bartley, 2005).  
La búsqueda de plantas de cacao resistentes a cualquier patógeno, particularmente a 
aquellos poco estudiados como Phytophthora spp. constituye una fuente primaria 
importancia para el mejoramiento vegetal del cultivo puesto que de este proceso depende 
de la disponibilidad de una base genética amplia para la selección de materiales (Lobo, 
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2006). Las plantas se encuentran expuestas a agentes patogénicos y en general 
permanecen sanas debido a mecanismos de defensa. En plantas, la expresión de genes 
de defensa se activa tanto ante patógenos como ante estrés ambiental como son 
temperaturas extremas, luz UV y estrés hídrico (Jambunathan et al., 2003). Estos genes 
se activan con el fin de detener, aminorar o contrarrestar el efecto de un estrés biótico o 
abiótico (Ordeñana, 2002). Esto sugiere que la respuesta a cualquier tipo de estrés en 
plantas comparte rutas o componentes de señalización (Jambunathan et al., 2003, López, 
2007). 
Las plantas se defienden del ataque de patógenos mediante un sistema complejo que tiene 
diferentes niveles de defensa que actúan de forma sincronizada y casi simultáneamente 
han desarrollado mecanismos químicos y físicos que previenen el ataque y reducen la 
posibilidad de que se produzca infección (Morrissey et al., 1999; Nimchuk et al., 2003; 
Glazebrook, 2005; Laredo, 2017).  Algunas defensas de las plantas son constitutivas, es 
decir que se producen constantemente, mientras que otras son provocadas por el estrés 
generado por los patógenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva o "preformada" 
se pueden dividir en mecanismos de defensa estructurales constitutivos, como por ejemplo 
la presencia de capas gruesas de cutícula, presencia de tricomas, deposición de ceras, 
entre otros; y mecanismos de defensa químicos constitutivos, tales como la acumulación 
de compuestos tóxicos en las células vegetales. (Ordeñana, 2002; Wiermer et al., 2005; 
Laredo, 2017). Los patógenos, a su vez, han perfeccionado mecanismos para sobrepasar 
estos sistemas de defensa; por lo cual se habla de una carrera evolutiva armamentista 
entre el patógeno y la planta (Mysore et al., 2004; Thatcher et al., 2005; Wiermer et al., 
2005; Laredo, 2017). 
Adicionalmente, en las plantas se producen otro tipo de mecanismos que inducen la 
defensa ante el ataque de patógenos, es un mecanismo activo de defensa, que involucra 
cambios claros en el metabolismo provocados por la expresión diferencial de genes. 
(Collinge et al., 1994). Por lo tanto, para que ocurra la inducción de la defensa, es necesaria 
la mediación de sistemas de reconocimiento específico, mediante los cuales la planta 
reconoce la presencia del patógeno (Hutcheson ,1998). Se conocen tres etapas de 
reconocimiento dos involucradas en la planta y una que involucra el patógeno. Una vez 
que el patógeno penetra la planta, ya sea a través de aberturas naturales (estomas), o 
atravesando directamente la pared celular. Las plantas reconocen Patrones Moleculares 
Generales Asociados a los Patógenos (PAMPs) o Patrones Moleculares Generales 
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Asociados a los microorganismos (MAMPs), como la flagelina en las bacterias y la quitina 
en las paredes celulares de los hongos. Mediante las proteínas receptores moleculares 
(PRRs), generalmente situadas en la membrana plasmática de la célula vegetal, se dispara 
una inmunidad encendida por patrones moleculares (PTI) (Navarro et al, 2004; Chisholm 
et al, 2006; Schulze-Lefert y Panstruga, 2011; Thomma et al., 2011; Monaghan y Zipfel, 
2012).  Una vez un patógeno logra superar las barreras mediadas por la respuesta PTI se 
genera una interacción compatible mediada por (ETS) o susceptibilidad encendida por 
efectores (Jones & Dangl, 2006), en donde la planta ha desarrollado un mecanismo de 
reconocimiento para estas proteínas efectoras, suprimiendo su efecto y generando una 
respuesta de inmunidad encendida por efectores (ETI), mediada por proteínas de 
resistencia (Jones & Dangl, 2006).  
 
Además de todo este proceso de reconocimiento, durante este tipo de ataques son 
inducidas diferentes vías de señalización incluyendo una compleja red de señales 
hormonales que controlan la respuesta de defensa en la planta (Laredo, 2017). Existen 
tres fitohormonas involucradas en estos procesos que han sido ampliamente 
caracterizadas, los cuales juegan un papel muy importante y ampliamente descrito 
(Laredo, 2017). Una es la vía de señalización dependiente del ácido salicílico (SA) que 
permite la expresión de algunas proteínas relacionadas con patogenicidad (PR). Otra vía 
de defensa es controlada por el etileno (ET) y /o del ácido jasmonico (JA) (Glazebrook, 
2005) que se encuentran asociadas a la expresión de otras proteínas PR3 y PR4 (Van 
Loon et al., 2006).  Las tres vías están relacionadas por varios tipos de interacciones 
positivas y negativas, pero la activación de estas respuestas es dependiente del organismo 
que las induce, sin embargo, pueden ser alteradas dependiendo del tipo de atacante 
manipulando así la defensa (Harrison, 2005, Mur et al., 2006; Pieterse y Dick, 2007; Lopez, 
2007).  
 
Esta investigación tiene como objetivo contribuir a la caracterización de la respuesta de 
defensa de plántulas de Theobroma cacao L. de dos genotipos contrastantes a la infección 
a Phytophthora palmivora, tanto a nivel molecular como a nivel fenotípico. La información 
obtenida podría ser de utilidad para la selección de materiales de cacao con cierto grado 
de tolerancia a Phytophthora que puedan asistir en el programa de mejoramiento genético 





Objetivos   
Objetivo general  
 
Caracterizar la respuesta de defensa de plántulas de Theobroma cacao L. de genotipos 
contrastantes a la infección de Phytophthora palmivora.  
 
 Objetivos específicos  
 
✓ Evaluar la resistencia de genotipos de T. cacao a la infección de P. palmivora, bajo 
condiciones de invernadero. 
✓ Determinar la expresión diferencial de genes involucrados en la respuesta de 





1. Método de evaluación del progreso de la 
enfermedad “mazorca negra" en plántulas 
de Theobroma cacao L.  
 
1.1 Resumen  
 
El género Phytophthora se ha caracterizado por tener especies que son patógenos de 
diversas plantas cultivadas. En el cultivo de cacao, la incidencia de la mazorca negra 
causada por diferentes especies de Phytophthora, como P. palmivora, P. megakarya, P. 
capsici, P. citrophthora, P. hevea y P. megasperma, ocasiona alrededor del 30% de 
pérdidas del grano a nivel mundial. Phytophthora palmivora es la especie más cosmopolita 
y se ha reportado en todos los países productores de cacao, siendo la principal limitación 
en la producción de plántulas en todas las zonas de alta precipitación además de incidir 
directamente en la producción y la calidad de las almendras. Actualmente, la evaluación 
de la resistencia in vitro y en campo se realiza principalmente observando los niveles de 
infección producidos por el patógeno después de realizar una inoculación artificial a 
mazorcas desprendidas o en el árbol con o sin heridas y partes de hojas desprendidas. Sin 
embargo, los métodos desarrollados continúan produciendo resultados inconsistentes. 
Este proyecto tuvo como objetivo evaluar la resistencia de plántulas de genotipos de T. 
cacao reportados como contrastantes CCN-51 (susceptible) y SCA-6 (tolerante) a la 
infección de P. palmivora. Para ello, se probaron diferentes metodologías de inoculación 
usando diferentes genotipos de cacao a la edad de tres y cinco meses de acuerdo a lo 
reportado en literatura.  Sin embargo, ninguna fue efectiva por lo cual se desarrolló un 
protocolo de inoculación de P. palmivora en plántulas de Theobroma cacao, rápido, sencillo 
y reproducible en vivero usando un medio agar-agua para mantener el inóculo viable. Se 
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confirmó que los genotipos CCN-51 y SCA-6 son contrastantes a la infección del patógeno 
al presentar una respuesta diferencial significativa, la cual fue cuantificada desde las 0 
hasta las 96 horas después de la inoculación utilizando imágenes procesadas digitalmente 
usando el programa CompuEye. Con los resultados obtenidos se ofrece una alternativa 
para seleccionar plantas de cacao tolerantes a la mazorca negra en vivero que faciliten los 
programas de mejoramiento genético del cultivo.  
  
1.2 Palabras clave  




Phytophthora (de Bary 1876) abarca un gran género de la clase Oomycetes que contiene 
80 especies (Rodriguez, 2015) y es reconocido por atacar diferentes especies de plantas 
cultivadas (Gunderson et al., 1987, Thines 2014). Este género se define por presentar 
varias características bioquímicas y estructurales que lo asemejan a las plantas y algas 
como la morfología de las crestas mitocondriales, la bioquímica de las paredes celulares 
compuesta de β-1,3 y β-1,6 glucanos y no de quitina, y la síntesis de lisina por la vía del 
ácido diaminopimélico (Rodríguez, 2012; Rodriguez, 2015). En cacao, la incidencia y la 
severidad de la enfermedad causada por Phytophthora spp. varían de un sitio a otro y 
dependen de las condiciones climáticas (Akrofi et al., 1997; Dakwa, 1988; Akrofi et al., 
2002). Se estima que las pérdidas anuales por mazorca negra, como se llama a la 
enfermedad producida por Phytophthora spp., son alrededor del 30% de la producción del 
cultivo (Drenth y Guest, 2013), lo que se traduce en aproximadamente 3.800 millones de 
dólares para los productores de todo el mundo (Bailey y Meinhardt, 2016). En algunos 
casos cuando las condiciones son adecuadas para el patógeno, las plantaciones de cacao 
pueden ser devastadas (Cilas y Despréaux, 2004). 
Aunque algunas especies de Phytophthora spp. son infecciosas en el cacao, sólo unas 
pocas se consideran realmente importantes por el daño que causan. La enfermedad 
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mazorca negra del cacao es causada por cinco especies del género Phytophthora spp., P. 
palmivora, P. megakarya, P. citrophthora y P. capsici/P.tropicalis (Wood y Lass,1985 citado 
por Bailey & Meinhardt, 2016 ). Phytophthora palmivora es mundialmente importante 
porque además del cacao infecta más de 200 plantas incluyendo papa, coco, piña, caucho, 
cítricos, papaya y palma de aceite (Derevnina et al., 2016). Adicionalmente, es la especie 
más cosmopolita presente en todos los países productores de cacao y se encuentra entre 
los patógenos más destructivos del cultivo (Zentmyer, 1981, Rodriguez, 2015). La 
descomposición causada por P. palmivora es la principal limitación en la producción de 
plántulas en todas las zonas cálidas de alta precipitación (Peter y Chandra Mohanan, 2011, 
Stamps, 2010, Ramirez, 2016), además de incidir directamente en la producción y la 
calidad de las almendras de cacao (ACIAR, 2013). 
 
La resistencia genética a patógenos es una vía prometedora para combatir la enfermedad, 
puesto que es un método de control efectivo (Rocha, 1972, Amponsah, 1972, Thai et al., 
2000). En la actualidad es posible medir ciertos fenotipos cualitativa y cuantitativamente 
utilizando métodos tradicionales y más recientemente tecnologías de alto rendimiento, 
haciendo uso imágenes hiperespectrales no invasivas, robótica, o teledetección, entre 
otros, en laboratorio, invernadero o campo (Breccia et al., 2014). Sin embargo, los 
protocolos actuales para la evaluación de la resistencia a P. palmivora en campo e in vitro 
se caracterizan principalmente por la observación de los niveles de infección y la 
inoculación artificial de hojas desprendidas de las plantas (Nyassé, 1995; Cilas y 
Despréaux, 2004; Herail, & Blaha, 1995; Tahi et al., 2006). La inoculación puede hacerse 
utilizando fragmentos de tejido infectado, discos de agar o suspensiones de micelio (Turner 
1963; Rocha y Mariano1969; Lellis y Peixoto Filho 1960; Bailey & Meinhardt, 2016). Sin 
embargo, los métodos para evaluar la enfermedad no siempre producen resultados 
consistentes en la medición del grado de resistencia observado en los genotipos de cacao 
(Iwaro 1998; Thevenin et al., 2006). Además, este tipo de evaluación no permite diferenciar 
la respuesta de la planta a la infección por el patógeno de la respuesta al estrés por el 
daño causado por el corte. Por lo tanto, es necesario desarrollar métodos de inoculación 
temprana, que produzcan resultados consistentes (Eskes, 2001) y que permitan identificar 
diferentes niveles de resistencia de accesiones de colecciones de germoplasma tanto para 
poblaciones clonales como segregantes (Bailey y Meinhardt, 2016). De acuerdo con lo 
anterior, el objetivo de la primera parte de este proyecto fue estandarizar un protocolo de 
inoculación eficiente y consistente de P. palmivora (Butler) en plántulas de T. cacao L. que 
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permita evaluar la tolerancia de genotipos de cacao a la infección de dicho patógeno bajo 
condiciones de invernadero. 
1.4 Materiales y métodos  
1.4.1 Material biológico y sitios de investigación 
 1.4.1.1 Material Vegetal  
Se utilizaron dos genotipos de T. cacao L., el genotipo CCN-51 reportado como susceptible 
a Phytophthora spp. y usado en estudios previos (Rodriguez, 2015) y el genotipo SCA-6 
reportado como tolerante a Phytophthora spp. (Iwaro et al., 1997), provenientes del Banco 
de Germoplasma de la Nación manejado por CORPOICA en el Centro de investigación La 
Suiza (Santander). Las plántulas de estos genotipos se injertaron sobre plantas 
provenientes de semilla de tres meses de edad del genotipo IMC-67 el porta-injertos más 
utilizado comercialmente el cual es moderadamente susceptible a Phytophthora spp. 
(Rodríguez 2015) y moderadamente resistente a M. roreri (Arciniegas 2005). Los primeros 
ensayos de inoculación se hicieron utilizando los genotipos susceptibles CCN-51, TSH-
565, ICS-95  además del moderamente susceptible IMC-67 debido a la poca disponibilidad 
de material de los genotipos a estudiar, CCN-51 y SCA-6. Una vez, la infección fue 
reproducible en uno de estos genotipos, se montó el ensayo con los dos genotipos 
contrastantes, SCA-6 y CCN-51, para validar el protocolo y hacer el análisis fenotípico.  
1.4.1.2 Material fúngico 
Para este experimento se utilizó la cepa de P. palmivora Tocha-325 aislada en el municipio 
de Chaparral en el departamento del Tolima de un fruto de cacao del material Pound 7, 
que ha sido reportado como material tolerante a Phytophthora spp. (Arciniegas 2005). Esta 
cepa fue descrita como la más virulenta según experimentos previos realizados en 
mazorcas de cacao de distintos genotipos en el Centro de Investigación Nataima 
(Rodríguez, 2017). Se clasificó como perteneciente a la especie P. palmivora según 
análisis morfológicos y moleculares (Rodríguez, 2017). Esta cepa fue conservada en medio 
agar V8 y posteriormente en medio agar-zanahoria del cual se hicieron diluciones a 
diferentes concentraciones.  
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1.4.1.3 Lugar de estudio  
Este trabajo se realizó en la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria 
CORPOICA, en los invernaderos y el Laboratorio de Fitopatología del Centro de 
Investigación Nataima (Km 19 vía Espinal- Chicoral, Tolima).  
1.4.2 Pruebas de inoculación  
1.4.2.1 Preparación de inóculos  
Los inóculos se prepararon a partir de colonias del hongo reactivadas en mazorcas de 
cacao del genotipo susceptible CCN-51. Posteriormente, estas colonias seleccionadas 
crecieron en platos Petri y tubos de ensayo sobre medios sólidos agar-V8-CaCo3 (18:200:3 
gr), agar-zanahoria (18:100 gr) y medio líquido Caldo V8 +1ml de nitrato de potasio 0.1M 
por un lapso de 15 a 17 días en incubación a 25°C. Las suspensiones de zoosporas a 
partir de los medios sólidos se prepararon siguiendo la metodología de Lawrence (1978) 
modificada por Phillips y Galindo (1989). A cada plato de Petri se le adicionaron 15ml de 
agua destilada fría, con la ayuda de un pincel para homogenizar la solución. Los platos 
fueron conservados durante 30 minutos en una cámara oscura a 4°C y luego se 
mantuvieron en incubación a 25°C por un lapso igual de tiempo con el fin de inducir la 
liberación de las zoosporas.  
Una vez obtenida la solución de zoosporas de los medios, éstas fueron contadas en 
cámara de neubauer y llevadas a distintas concentraciones 3x105, 3x106, 3x108, 5x105, 
6x105, 1x106,1x107 UFC/ml para cada uno de los ensayos.  
1.4.2.2 Ensayos de inoculación usando medio sólido  
Los ensayos de inoculación se realizaron bajo invernadero a una temperatura entre 30 a 
32°C utilizando una suspensión de zoosporas del patógeno crecido en medio V8 durante 
15 días. Inicialmente se inocularon plántulas sin injertar de cinco meses de los genotipos 
TSH-565 (18 plántulas), ICS-95 (20 plántulas), y de tres meses de germinación de los 
genotipos IMC-67 (16 plántulas) y CCN-51 (16 plántulas). Se evaluaron dos métodos de 
inoculación, por aspersión y directamente al suelo y dos concentraciones diferentes de 
inóculo, 3x105 UFC/ml y 6x105UFC/ml, para un total de cuatro tratamientos en un diseño 
imbalanceado debido al número de plántulas. Finalmente, se inocularon cuatro plántulas 
10                         Estudio de la respuesta de defensa de la especie Theobroma cacao L. a 
la infección de Phytophthora palmivora (Butler). 
 
con agua, una por tratamiento como control negativo. Las plántulas inoculadas por 
aspersión se envolvieron con una bolsa plástica para generar una cámara húmeda durante 
18 horas.  
1.4.2.3 Ensayos de inoculación usando medio líquido  
El patógeno producido en medio líquido fue inoculado en 22 plántulas de tres meses de 
siembra del genotipo IMC-67. Se usaron dos metodologías de inoculación (directamente 
al suelo y por aspersión) y dos concentraciones diferentes, 3x105 y 3x106 UFC/ ml. Para 
cada ensayo de inoculación realizado directamente al suelo se usaron seis plántulas, 
mientras que para las inoculaciones por aspersión se usaron cinco plántulas por 
tratamiento. Adicionalmente, se inoculó una plántula con agua destilada estéril como 
control absoluto. Las plántulas que se inocularon por aspersión se mantuvieron en cámara 
húmeda en bolsa de plástico durante 24 horas. 
1.4.2.4 Ensayos de inoculación usando discos de agar y medio 
agar-agua 
Se tomaron discos de agar de 5 mm aproximadamente de inóculo crecido en medio agar -
zanahoria durante 15 días a una concentración de zoosporas de 5x105 UFC/ml. Se 
colocaron los discos en el envés de cuatro hojas en diferentes estados de desarrollo de 
seis plantas de tres meses de edad del genotipo IMC-67. Las plantas fueron puestas en 
cámara húmeda durante 48 horas.  
Adicionalmente, se utilizó un medio de agar-agua al 0.4% con una concentración del 
inóculo de 1x107 y 1x108 UFC/ ml. A cada caja Petri que contenía el agar-agua se le agregó 
1 ml de la solución de inóculo ajustada y se homogenizó. Con la ayuda de un hisopo estéril 
se colocaron puntos de infección en el envés de todas las hojas de seis plantas de tres 
meses del genotipo IMC-67. Una vez inoculadas las plantas fueron puestas en cámara 
húmeda durante 48 horas. Adicionalmente, se inoculó una planta usando agar-agua sin 
inóculo como control.   
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1.4.3 Análisis fenotípico  
1.4.3.1. Siembra de porta injertos e injertación de genotipos  
Los porta injertos fueron sembrados a partir de semilla del genotipo IMC-67. El suelo fue 
esterilizado una sola vez a 120 libras de presión por 30 minutos con el fin de eliminar la 
flora microbiana presente en el sustrato antes de la siembra. Las plantas fueron fertilizadas 
usando 2 gr de fosfato diamónico (DAP) dos meses después de la germinación y 30 días 
después de la injertación. Cuando las plántulas alcanzaron tres meses de siembra o 
aproximadamente el diámetro de un “lápiz”, fueron injertadas usando los genotipos CCN-
51 y SCA-6. A los 16 días, se verificó el porcentaje de prendimiento.  
1.4.3.2. Inoculación de plántulas 
Para la evaluación del fenotipo de resistencia, un total de 20 plántulas por réplica del 
genotipo susceptible y 20 plántulas del genotipo tolerante fueron inoculadas con un punto 
de infección en todas las hojas, siguiendo el protocolo estandarizado. Se realizaron tres 
réplicas biológicas y se fotografiaron las plántulas a las 0h, 24h, 48h y 96h después de la 
infección para hacer el seguimiento de la enfermedad. 
1.4.3.3. Procesamiento de imágenes y análisis de datos  
Las imágenes fueron capturadas mediante el uso de una cámara Canon sx500 con una 
resolución de 3000 x 4000 píxeles en el laboratorio de Fitopatología del CI Nataima a la 
misma hora (2 pm) con luz constante para capturar el progreso de la enfermedad. Se 
cortaron todas las hojas de tres plantas por cada tiempo, éstas fueron alineadas de la más 
joven a la más vieja, las dos plantas restantes se mantuvieron como control de inoculación 
para verificar que realmente se estuviera presentado la enfermedad y descartar falsos 
positivos. 
El procesamiento de imágenes se realizó utilizando el software Compu Eye LSA (Bakr, 
2005). Se seleccionó el primer plano que correspondía a la hoja el cual se separó del fondo 
de la imagen. Esto permitió clasificar los pixeles por conjuntos de intensidades de color 
que correspondían al primer plano (objetivo) y al fondo (no objetivo). El progreso de la 
enfermedad se midió teniendo en cuenta el cambio de color presente en las hojas y 
estableciendo el porcentaje del área afectada, sin embargo, no se siguió ninguna escala 
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para evaluar el progreso de la enfermedad debido a que no existe reportada una escala 
para el estado de plántulas de cacao.   
También, se evaluó la variable de severidad de la enfermedad, calculando el porcentaje 
de daño en cada plántula AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve), mediante la 
fórmula descrita por Shaner y Finney (1977). Una prueba ANOVA se utilizó para evaluar 
las diferencias de la respuesta fenotípica entre los dos genotipos contrastantes. 
Adicionalmente, se realizó una prueba de Tukey usando el programa Infostat (2017) para 
asegurar la significancia estadística y determinar las diferencias entre medias de los 
tratamientos realizados.   
1.5 Resultados y Discusión  
En esta investigación se desarrolló un protocolo para ofrecer una alternativa eficiente de 
inoculación que pueda ser utilizada para evaluar a nivel genético la respuesta de T. cacao 
a la infección de P. palmivora.  
1.5.1 Ensayos de inoculación 
Para lograr una infección eficiente de P. palmivora en plántulas de T. cacao se probaron 
varios protocolos de inoculación, en los que se incluyeron métodos tradicionales para 
infectar órganos desprendidos en cacao y otros protocolos probados en plantas de otras 
especies como la inoculación directa de la solución de zoosporas al suelo, la inoculación 
por aspersión al área foliar y la inoculación usando discos de agar directamente en las 
hojas (Lellis y Peixoto Filho 1960; Turner ,1963; Rocha y Mariano ,1969). Sin embargo, 
ninguno de los métodos tradicionales fue efectivo en este patosistema.  
El primer protocolo probado consistió en la inoculación de plántulas de tres y cinco meses 
de germinación de los genotipos TSH-565, ICS-95, CCN-51y IMC-67 con los tratamientos 
presentados anteriormente, los resultados encontrados muestran que ninguna de estas 
metodologías es eficiente en plántulas de cacao. Después de diez días, ninguna de las 
plántulas inoculadas a partir del inóculo crecido en medio sólido (agar V8) mostró síntomas, 
indicando que las inoculaciones por aspersión y por aplicación al suelo no fueron efectivas. 
Esto contrasta con lo reportado tracionalmente en donde este patosistema se evalúa 
usando discos de hojas y mazorcas desprendidas y la necrosis comienza a observarse en 
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etapas tempranas, a los 3 a 5 días después de la inoculación (Nyassé et al., 1995, 
Rodríguez, 2015). En todo caso, las plántulas se evaluaron por más de un mes para 
descartar la aparición de síntomas tardíos. Al cabo de 45 días de la inoculación, tres de 
las plántulas de tres meses de germinación del genotipo IMC-67, inoculadas por aspersión 
usando concentración 3x105 UFC/ml y una plántula del genotipo CCN-51 inoculada por 
aspersión usando concentración 6x105, mostraron síntomas de infección. La aparición de 
síntomas tardíos se puede atribuir a la poca disponibilidad de humedad en el medio, 
probablemente por haber utilizado poca solución de aspersión para cada planta y además 
del retiro de la cámara húmeda a las 18 horas. Las zoosporas móviles probablemente se 
deshidrataron puesto que necesitan una humedad relativa superior al 95% y temperaturas 
entre 18 y 20°C (Enríquez y Salazar, 1987, Rodríguez, 2015) para subsistir en el medio y 
lograr la infección. 
Adicionalmente, en las inoculaciones realizadas directamente al suelo muy probablemente 
la cantidad de solución no fue suficiente para que la planta pudiera absorberla por la raíz. 
Podría también deberse a una quimiotaxis deficiente en la cual no hay enquistamiento de 
la zoospora, no hay adhesión a la superficie vegetal y por la tanto no hay formación del 
tubo germinativo (Alvedro, 2015). Las zoosporas de patógenos como Phytophthora spp. y 
Pythium spp se liberan al medio en condiciones de lluvia o eventos de riego, 
desplazándose por quimiotaxis hacia la planta y siguiendo un geotropismo negativo 
(Hardham, 1992; Lamour et al., 2012; Alvedro,2015). En el caso de cacao, la mazorca 
negra en condiciones naturales se propaga principalmente en los frutos y tallos por la 
diseminación de zoosporas mediadas por las condiciones ambientales y es poco común 
encontrar raíces infectadas (Rodriguez, 2012; Rodriguez 2015; Cilas y Despréaux 2004).  
El tratamiento utilizando el medio líquido (V8 +CaCo3) tampoco fue exitoso. Las plántulas 
inoculadas no mostraron síntomas en dos meses en ninguno de los tratamientos, por lo 
que se concluyó que el medio líquido no es eficiente para el desarrollo del patógeno ya 
que posiblemente, la presión de inóculo usando esta metodología en el suelo no fue 
suficiente para lograr la infección. En cuanto a la inoculación por aspersión probablemente 
el medio se secó antes de que las zoosporas se enquisten y germinen en las hojas.   
En el protocolo de infección utilizando discos de agar, se evidenció puntos de lesión luego 
de 24 horas después de la inoculación en el sitio donde se agregó el agar (Figura 1). Sin 
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embargo, las lesiones no progresaron y se mantuvieron localizadas en el sitio de la lesión 
inicial después de 96 horas.   
 
Figura 1. Plántula de cacao del genotipo moderadamente susceptible IMC-67, de tres 
meses, en donde la hoja del tercio medio de la planta fue infectada con Phytophthora 
palmivora usando discos de agar después de 96 horas pos-inoculación (phi). La flecha 
indica el área de la lesión. 
Al no obtener resultados satisfactorios en el ensayo anterior inoculando con discos de agar, 
se procedió a repetir el ensayo, cambiando el sustrato del patógeno usando un medio de 
agar-agua sin ningún nutriente adicional como sustrato para mantener la suspensión de 
zoosporas. Este protocolo fue eficiente pues la totalidad de las plántulas infectadas del 
genotipo IMC-67 de tres meses de germinación, mostraron lesiones necróticas de color 
café y clorosis a las 48 horas después de la inoculación (Figura 2). Estos síntomas son los 
esperados en una infección por Phytophthora spp. en comparación con el control negativo 
en el que sólo se inoculó agar-agua en el cual no se presentaron síntomas (datos no 
mostrados).  
 
Figura 2. Plántula de cacao de tres meses del genotipo IMC-67, lesiones después de 48 
horas de inoculación usando la metodología agar-agua. 
La mazorca negra se desarrolla principalmente bajo condiciones de alta humedad (Drenth 
y Guest, 2004). Se presenta generalmente en donde se acumula más agua en la planta o 
en frutos maduros puesto que las zoosporas nadan y son atraídas quimiotáctica y 
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electrotácticamente hacia sitios donde la infección puede progresar (Drenth  y Guest, 
2004). El agar-agua provee al patógeno un medio húmedo para mantenerse viable por 
más tiempo. En este medio, las zoosporas pueden desplazarse más fácilmente y 
permanecer vivas hasta lograr la infección para así reproducirse. Las zoosporas de 
algunas especies de Phytophthora necesitan entre 20 y 30 minutos de agua libre sobre la 
superficie de la planta para poder enquistarse y germinar (Drenth  y Guest, 2004).  
1.5.2 Protocolo para la inoculación del patógeno Phytophthora 
palmivora en plántulas de Theobroma cacao L. 
 
Consideraciones previas  
Antes de la inoculación del patógeno P. palmivora, se debe garantizar la viabilidad de la 
cepa por lo cual se debe realizar una reactivación de ésta. Un disco de micelio debe ser 
puesto sobre la superficie de una mazorca previamente desinfectada del genotipo CCN-
51 o en un genotipo susceptible. La mazorca debe envolverse en bolsas plásticas para 
lograr una cámara húmeda y al cabo de 3 ó 4 días el hongo debe ser re aislado en medio 
agar-zanahoria hasta obtener un cultivo puro.  
Otra consideración a tener en cuenta es que las plántulas a utilizar no deben ser mayores 
a los tres meses después de la injertación. En caso contrario, no se puede garantizar una 
infección exitosa. 
Descripción del protocolo   
1. Deje crecer las colonias del Oomycete Phytophthora palmivora en platos Petri con 
medio de cultivo agar-zanahoria (18:100 gr) durante 15 a 17 días en incubación a 25°C.  
2. Una vez la cepa del patógeno alcance la edad indicada, se realiza un choque 
térmico a cada caja Petri para liberar las zoosporas siguiendo la metodología de Lawrence 
(1978) modificada por Phillips y Galindo (1989).  
3. Adicione a cada plato de Petri 15 ml de agua destilada fría (+/- 4 ºC), con la ayuda 
de un pincel para homogenizar la solución. 
4. Conserve los platos durante 30 minutos en una cámara oscura a 4°C y manténgalos 
en incubación a 25°C por 30 minutos. 
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5. Ajuste la concentración de zoosporas a 1x107 UFC/ml haciendo un conteo en 
cámara de neubauer en microscopio  
6. Prepare previamente cajas de Petri de 7 ml con agar-agua a una concentración de 
0.4%. 
7. Adicione a cada caja Petri con Agar-agua, 1 ml de inóculo preparado en el punto 5 
usando una micropipeta. Homogenice la mezcla con la ayuda de un hisopo estéril y 
proceda inmediatamente al punto 8.  
8. Con un nuevo hisopo estéril tome aproximadamente 1 cm3 de la mezcla anterior 
(gel) y colóquelo en un punto del envés en el tercio medio de las hojas que corresponde al 
tercio medio de la planta. Cambie de hisopo entre planta.   
9. En la base del tallo, ponga toallas de papel húmedas para mantener la humedad 
relativa y garantizar la infección. 
10. Finalmente envuelva la planta en una bolsa plástica transparente, para mantener la 
humedad y garantizar la infección.  
Dependiendo del genotipo, los primeros síntomas de infección pueden aparecer en 
diferentes tiempos. Según nuestros resultados, los primeros síntomas se hacen visibles a 
partir de las 24 horas después de la inoculación. Se observa entonces la presencia de 
pequeños puntos necróticos de 1mm o menos de espesor distribuidos en la zona infectada. 
A medida que aumente el tiempo después de la inoculación, las lesiones necróticas y la 
clorosis se hacen más evidentes.  
1.5.3 Validación del protocolo  
Se realizó la validación del protocolo usando plántulas de los genotipos de cacao CCN-51 
(susceptible) y SCA-6 (tolerante). Se realizó seguimiento hasta las 96 horas después de la 
infección (Figura 3). La totalidad de las plantas infectadas mostraron síntomas, aunque 
había un diferente grado de respuesta a la infección entre genotipos susceptibles y 
tolerantes, indicando que el protocolo estandarizado es eficiente.  
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Figura 3. Plántulas de cacao infectadas con Phytophthora palmivora después de 96 hpi. 
A. Genotipo susceptible CCN-51. B. Genotipo tolerante SCA-6 
1.5.4 Análisis fenotípico en genotipos contrastantes 
Los primeros síntomas de lesión aparecieron a las 24 hpi en la planta susceptible CCN-51 
(Figura 4). Se observaron pequeños puntos necróticos en la planta CCN-51 mientras que 
la planta tolerante SCA-6 no presentaba síntomas. A partir de las 48 hpi, el área de la 
lesión aumentó considerablemente en los dos genotipos hasta las 96 horas. Sin embargo, 
el mayor porcentaje de lesión se observó en la planta susceptible. La diferencia fue 
significativa de acuerdo con el análisis de varianza (P ≤ 0,05) (Anexo A). La variación en 
la aparición de síntomas en SCA-6 concuerda con lo reportado por Thevenin et al., (2012). 
En este estudio, se usaron discos de hojas de 186 genotipos de Guyana Francesa y de 
SCA-6 como control de resistencia y se identificaron varios genotipos con diferente grado 
de respuesta a la enfermedad (Thevenin et al., 2012). El genotipo SCA-6 siempre se 
presentó como tolerante. Estos resultados concuerdan con lo reportado en otras 
investigaciones en donde el valor del grado de respuesta de tolerancia de este genotipo 
cambia dependiendo de las condiciones experimentales y de la cepa de P. palmivora 
utilizada (Thevenin et al., 2012).  
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Figura 4. Síntomas de la enfermedad en los genotipos susceptible CCN-51 y 
moderadamente tolerante SCA-6.  A. Hojas de plántulas de cacao infectadas con 
Phytophthora palmivora de las 0 a las 96 hpi. Las flechas indican los primeros puntos de 
infección en el genotipo susceptible. B. Área bajo la curva de progreso de la enfermedad 
(AUDPC) en los dos genotipos. Se presenta la media ± SD de tres réplicas biológicas, cada 
réplica tenía 12 plantas por genotipo. El asterisco (*) indica que los valores entre el 
genotipo susceptible y el genotipo tolerante son estadísticamente significativos (P ≤ 0,05).  
 
El promedio del porcentaje de la lesión a las 96 hpi en la planta susceptible fue de 5.2% el 
cual fue significativamente mayor que el de la planta tolerante con un porcentaje promedio 
de lesión del 1.67%. Este comportamiento podría explicarse por el tipo de la resistencia a 
P. palmivora que ocurre en dos etapas. En el estudio de Iwaro et al. (1997) donde se 
inocularon frutos y hojas desprendidas de varios genotipos con respuesta contrastante, se 
identificó que en una primera etapa el patógeno penetra y esto se manifiesta por el número 
de lesiones. En la segunda etapa, ocurre la pospenetración, lo que se manifiesta por el 
tamaño y el número de lesiones (Iwaro et al., 1995; 1997; Nyassé et al., 1995). El nivel de 
respuesta de defensa de cada genotipo se ha asociado al número y tamaño de estomas 
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Tabla 1. Porcentaje de daño obtenido en las hojas durante el ensayo de inoculación de P. 
palmivora en T. cacao L bajo condiciones de vivero. El porcentaje de daño corresponde al 
AUDPC en donde la media ± SD se toma a partir de tres réplicas biológicas, cada réplica 
tenía 12 plantas por genotipo.  
 
  CCN-51 SCA-6 
 Promedio (%)  SD Promedio (%)  SD 
0H 0 0 0 0 
24H 0,15 0,09 0,01 0,02 
48H 1,57 0,72 0,76 0,30 
96H 5,21 1,6 1,68 0,42 
 
Este tipo de diferenciación ha sido confirmada por numerosos estudios en donde la 
respuesta de defensa es dependiente del genotipo y no del método de inoculación ni del 
órgano de la planta analizado (Iwaro, 1995, 1997 y 1998; Nyassé et al., 1995). La respuesta 
de T. cacao a P. palmivora podría estar basada en resistencia constitutiva del huésped 
(Thevenin et al., 2012, Cilas, 2006, Purwantara et al., 2015). Sin embargo, es necesario 
realizar otro tipo de estudios para verificarlo como evaluar la hidrofobicidad de la cutícula, 
cantidad de estomas, saponinas, producción de calosa, entre otros. Así como evaluar un 
pool mayor de genotipos con diferente grado de respuesta a la enfermedad. 
En cuanto al análisis del progreso de la enfermedad, hasta el momento no se han 
registrado escalas en plántulas de cacao. Actualmente, la categorización es visual y es 
realizada usando discos de hojas y mazorcas desprendidas (Nyassé et al., 1995). Por 
ende, no es posible comparar el método desarrollados en este estudio con los métodos 
utilizados tradicionalmente. Sin embargo, los resultados obtenidos podrían asociar a la 
escala descrita por Nyassé et al., (1995), en donde 0 = asintomático, 1 = puntos de 
penetración localizados muy pequeños, 2 = puntos de penetración pequeños formando 
una red 3 = lesiones coalescentes de tamaño intermedio, 4 = grandes parches marrones 
coalescentes y 5 = lesiones grande y uniformes de color marrón oscuro. De acuerdo con 
lo anterior las lesiones descritas en este estudio en la planta susceptible CCN-51 a las 24 
hpi podrían corresponder a la etapa 1 de la infección mientras que las lesiones observadas 
en las 96 hpi podrían encontrarse desde la etapa 4 hasta las 5. En la planta tolerante SCA-
6, la etapa 2 se presentaría a las 48 hpi y la etapa 3 a las 96 hpi (Figura 4). Para futuros 
20                         Estudio de la respuesta de defensa de la especie Theobroma cacao L. a 
la infección de Phytophthora palmivora (Butler). 
 
análisis es necesario estandarizar una escala en plántula que permita evaluar el progreso 
de la enfermedad.  
1.6 Conclusiones  
 
En esta primera parte del estudio, se logró estandarizar un protocolo de inoculación de P. 
palmivora en plántulas de T. cacao. Se mostró que el protocolo es sencillo, eficiente y 
reproducible en genotipos con diferente grado de respuesta a la infección del patógeno. El 
medio de suspensión agar-agua permite mayor humedad en las zoosporas asegurando la 
penetración del patógeno a la planta. El análisis fenotípico del progreso de la enfermedad 
confirmó que existe una respuesta diferencial entre la planta susceptible y la planta 
tolerante.  
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2. Análisis molecular de una 
interacción compatible e 
incompatible entre Theobroma 
cacao y Phytophthora palmivora 
2.1 Resumen  
El cacao presenta limitantes de tipo fitosanitario como la mazorca negra del cacao, 
enfermedad causada por el patógeno Phytophthora spp. La mazorca negra, poco 
estudiada en nuestro país, afecta la producción y la generación de plántulas en 
vivero en zonas productoras como Tolima, Huila y Nariño. La búsqueda de plantas 
resistentes a patógenos y el conocimiento de los mecanismos de defensa son de 
gran importancia para el mejoramiento genético de la especie. Con el fin de estudiar 
los mecanismos moleculares asociados a la interacción compatible e incompatible 
entre T. cacao y P. palmivora se estudió la respuesta de defensa de plántulas de 
T. cacao de dos genotipos identificados como tolerante SCA-6 y susceptible CCN-
51 a la infección por P. palmivora. Para confirmar la activación de la respuesta de 
defensa por parte de la planta, se evaluó por RT-qPCR la expresión de genes 
asociados a hormonas que se activan en la respuesta de defensa de la planta frente 
a patógenos, entre ellos, genes relacionados con la ruta del ácido salicílico (SA), el 
ácido jasmónico (JA) y el etileno (ET) a diferentes tiempos de inoculación (0, 24, 
48 y 96 horas). Se evidenció que los genes de respuesta al ataque del patógeno 
de acuerdo con los tiempos estudiados están activados a las 24 horas después de 
la inoculación en plántulas tolerantes para los genes implicados de las rutas JA/ET 
y a las 48 horas después de la inoculación para plántulas susceptibles en genes 
relacionados con la vía del SA. Se encontró entonces una respuesta contrastante 
entre el genotipo susceptible y el genotipo tolerante. 
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2.2 Palabras clave  
Cacao, enfermedades, mazorca negra, respuesta inmune, genes marcadores 
2.3 Introducción 
El género Theobroma perteneciente a la familia Malvaceae incluye 22 especies presentes 
en las regiones tropicales de América (Cuatrecasas, 1964; Silva 2015), Theobroma cacao 
(2n = 2x = 20) nativo de las regiones tropicales húmedas de la parte norte de Sudamérica 
(Miranda, 1962; Motamayor 2002) es la especie más importante debido a que de esta se 
extrae el cacao con que se fabrica el chocolate, industria multimillonaria que alcanzó una 
producción mundial para el año 2016 de aproximadamente de  4.154 millones de toneladas 
(Fedecacao, 2017; ICCO, 2017). Dicha producción, se encuentra concentrada 
principalmente en los países africanos con 3063 millones de toneladas, seguidos por 
América con 714 millones de hectáreas en donde Colombia aporta aproximadamente 
56.785 hectáreas equivalentes al 1 % de la producción mundial (Fedecacao, 2017).  
Sin embargo, este cultivo anualmente se ve afectado por plagas y enfermedades mitigando 
así su producción reportando pérdidas entre 30% a 40% (ICCO, 2017). Se estima que las 
enfermedades causadas por varias especies del hongo Phytophthora spp. en cacao son 
las responsables por pérdidas que alcanzan hasta el 30% del cultivo (Guest, 2007; Bailey 
y Meinhardt, 2016). Phytophthora palmivora está presente en todos los países productores 
y causa una pérdida de rendimiento entre el 20 y 30% y de la muerte de árboles del 10% 
anual (ICCO, 2017, Bailey y Meinhardt, 2016). En Colombia, con base en los reportes 
realizados por Mujica et al., 2015 en las 10 principales zonas cacaoteras (Arauca, Córdoba, 
Tolima, Nariño, Meta, Norte de Santander, Santander, Antioquia, Huila y Cundinamarca) 
se encontró que este patógeno es la enfermedad con mayor presencia y dispersión 
alcanzando hasta 20% y con una incidencia de 6.0% al igual que M. perniciosa y después 
de M. roreri (8%) lo que está causando problemas fitosanitarios en estas zonas. Por lo 
tanto, se hace necesario conocer más profundamente los mecanismos de defensa 
relacionados con la respuesta a la infección del patógeno. La caracterización de genotipos 
y de genes relacionados con resistencia o tolerancia es considerada es importante para 
acelerar los procesos de selección de materiales élite en los programas de mejoramiento 
genético de cacao (Evangelisti et al., 2017, Fister et al., 2016). 
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Las plantas han desarrollado mecanismos de respuesta a la infección de patógenos (Baker 
et al., 1997; Soto-Suárez et al., 2006). Son capaces de percibir diversas señales externas 
y su supervivencia depende en gran medida de la integración de dichas señales y la 
respuesta frente a ellas. Por ende, éstas han desarrollado un intrincado sistema de 
inmunidad innata en contra de patógenos que intentan colonizarlas. Las plantas pueden 
emplear una combinación específica de vías de defensa cuando se encuentran con un 
patógeno particular (Jalali et al., 2006). Se han descrito vías de señalización relacionadas 
con las fitohormonas, ácido salicílico (SA), jasmónico (JA) y etileno (ET) las cuales están 
estrechamente vinculadas a estas respuestas (Sánchez et al., 2010, Laredo, 2017).  El SA, 
muy probablemente participa en el sistema de defensa de las plantas contra el ataque por 
patógenos biotróficos (patógenos que infectan su hospedero sin causar muerte celular) y 
hemibiótroficos (patógenos que mantienen vivas las células de su hospedero al inicio de 
la infección, pero luego las matan), mientras que el JA y ET están asociados principalmente 
con la defensa al ataque de patógenos necrótrofos (patógenos que matan las células de 
su hospedero) (Adie 2007, Loake y Grant, 2007,Sánchez et al., 2010). Adicionalmente, se 
ha descrito que estas vías presentan interacciones sinérgicas, sugiriendo que la red de 
señalización activada y utilizada por la planta es dependiente de la naturaleza del patógeno 
(Anderson et al., 2004; Adie 2007; Loake y Grant, 2007, Sánchez et al., 2010;).  
Durante la interacción entre patógenos hemibiótrofos como Phytophthora y las plantas 
hospederas como T. cacao ocurre un intercambio de señales moleculares y químicas 
complejas desde ambos lados y depende también del genotipo de la planta hospedera. En 
este patosistema, este tipo de vías de señalización han sido poco estudiadas. Los estudios 
relacionados con la interacción a los patógenos del género Phytophthora spp. se 
concentran principalmente en identificar genes bajo distintos enfoques evaluando la 
diversidad genética tanto de los patógenos como de la planta (Palacio, 2007; Motamayor 
et al., 2008; Murillo et al., 2011; Ruiz, 2014; Thomas et al., 2012, Osorio et al., 2017). Se 
han identificado regiones QTLs (Quantitative trait locus, locus de un carácter cuantitativo) 
del genoma ligados a la resistencia a Phytophthora, aunque hasta el momento ninguno de 
estos QTLs ha mostrado una asociación constante con la resistencia (Silva y Figueira, 
2005). Otros estudios han evaluado la expresión diferencial de genes en genotipos con 
respuesta contraste de cacao durante la primera fase de infección a P. megakarya usando 
microarreglos de ESTs (Legavre et al., 2015). Sin embargo, las muestras provenían de 
discos de hojas por lo cual no se puede distinguir si los genes expresados están 
28 Estudio de la respuesta de defensa de la especie Theobroma cacao L. a la 
infección de Phytophthora palmivora (Butler). 
 
relacionados con la herida o con la infección del patógeno (Legavre et al., 2015). 
Adicionalmente, se han identificado familias de proteínas relacionadas con resistencia 
(PRs) in silico, y a partir de análisis realizados usando microarreglos se han identificado 
genes de las familias PR-1, PR-3, PR-4, y PR-10 que probablemente están involucrados 
en la defensa del cacao contra P. palmivora y Colletotrichum  que podrían ser 
potencialmente útiles para la selección asistida por marcadores (Fister et al., 2016, Ali et 
al., 2017). Este proyecto evalua algunos de los genes marcadores en las vías de 
señalización de SA, JA y ET asociadas a la respuesta de defensa de plántulas T. cacao 
de genotipos contrastantes a la infección de P. palmivora.  
2.4 Materiales y métodos  
2.4.1 Material biológico y sitios de investigación  
2.4.1.1 Material vegetal 
Para este estudio se usaron dos genotipos de Theobroma cacao, el genotipo CCN-51 
reportado como susceptible a Phytophthora spp. (Rodriguez, 2015) y el genotipo SCA-6 
reportado como tolerante a Phytophthora spp. (Iwaro et al., 1997). Estos genotipos 
provenían del Banco de Germoplasma de la Nación manejado por CORPOICA del centro 
de investigación La Suiza (Santander) y fueron injertados sobre el genotipo IMC-67 que es 
el porta-injertos más utilizado comercialmente.  
2.4.1.2. Material fúngico 
En esta investigación se usó la cepa de P. palmivora (Tocha 325) procedente del municipio 
de Chaparral en el departamento del Tolima, descrita como la más virulenta según 
experimentos previos realizados en el centro de investigación Nataima  e identificada 
morfológica y molecularmente (Rodríguez, 2016). La solución de inoculación se usó a una 
concentración de 1x107 UFC/ml.  
2.4.1.3 Lugares de estudio  
Este trabajo se realizó en la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria 
CORPOICA. El montaje experimental para la inoculación de las plantas se realizó en los 
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invernaderos y laboratorios de fitopatología del Centro de Investigación (CI) Nataima (Km 
19 vía Espinal-Chicoral, Tolima). Los experimentos de biología molecular se realizaron en 
el laboratorio de Genética Molecular ubicado en el centro de Investigación Tibaitatá (Km 
14 vía Bogotá-Mosquera, Cundinamarca).  
2.4.2 Siembra de porta injertos e injertación de genotipos  
Los porta injertos fueron sembrados a partir de semilla del genotipo IMC-67, seleccionado 
por ser el más usado comercialmente. Para ello, inicialmente el suelo fue esterilizado una 
sola vez a 120 libras de presión por 30 minutos con el fin de eliminar la flora microbiana 
presente en el sustrato antes de la siembra. Las plantas fueron fertilizadas usando 2 gr de 
DAP (Fosfato diamónico), dos meses luego de la germinación y nuevamente 30 días 
después de la injertación. Cuando las plántulas alcanzaron tres meses de siembra 
aproximadamente que corresponde al diámetro de un “lápiz”, fueron injertadas usando los 
genotipos CCN-51 y SCA-6, con injertos denominados de parche. A los 16 días, se verificó 
el porcentaje de prendimiento.  
2.4.3 Inoculación de plántulas 
Para determinar la expresión de genes de respuesta de defensa en T. cacao se inocularon 
plántulas de ambos genotipos usando el protocolo estandarizado y descrito en el primer 
capítulo de esta tesis. Se infectaron cuatro hojas de cacao ubicadas en el tercio medio de 
cada plántula por presentar mayor grado de homogeneidad. El experimento se repitió tres 
veces a tiempos diferentes con el fin de obtener tres réplicas biológicas. Por cada réplica 
biológica, se inocularon 12 plantas de cada genotipo y se tomaron muestras a 0h, 24h, 48h 
y 96h después de inoculación de los dos genotipos.  
2.4.4 Toma de muestras y extracción de ARN 
Se tomaron hojas de las plántulas de cada uno de los tratamientos en los cuatro tiempos 
indicados anteriormente (0, 24, 48 y 96 horas). Las hojas se conservaron en tubos de 50 
ml congelados en nitrógeno líquido para detener la degradación del material. Las muestras 
fueron almacenadas a -80°C en el CI Nataima y posteriormente se transportaron en 
nitrógeno líquido al laboratorio de Genética Molecular del CI Tibaitatá. Una vez en el 
laboratorio, las muestras se maceraron con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino y 
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el ARN fue extraído usando el protocolo estandarizado por Yockteng et al (2013). La 
concentración y la calidad del ARN obtenido se cuantificaron en un Nanodrop (Thermo 
Scientific) usando el software NanoDrop® 2000 y se visualizó en geles de agarosa al 1.5% 
teñidos con GelRed (Biotium).  
2.4.5 Diseño de cebadores para RT-qPCR 
A partir de la revisión bibliográfica, se diseñaron 12 pares de cebadores de genes 
marcadores identificados en Arabidopsis thaliana como genes de respuesta a defensa 
implicados en las rutas metabólicas del SA (SID, EDS, PR-1, PR4, NPR1) y JA/ET 
(PDF1.2, PAD4, JAZ1, COI, ERF, EIN) y un gen identificado como candidato de respuesta 
a defensa en cacao Tc06g000490 (Fister et al., 2016). Utilizando la herramienta Blast 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), las secuencias descritas de A. thaliana se 
mapearon contra el genoma de T. cacao (http://cocoagendb.cirad.fr/blast.html) (Argout et 
al., 2017) y se seleccionaron los genes de copia única. Para el diseño de los cebadores se 
utilizó la herramienta “RealTime qPCR Assay Entry” del Integrated DNA technology (IDT) 
(https://www.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR). Los genes se diseñaron 
sobre las secuencias codificantes mapeadas del genoma del cacao, con tamaños de 
amplicones entre 150 y 200 pb, porcentaje de guanina-citosina entre 40 y 60% y una 
longitud de 20 a 22 nucleótidos (Tabla 2). Para normalizar la expresión, se utilizaron los 
genes endógenos β-actina y α-tubulina (Legavre et al, 2015). 
2.4.6 Obtención de ADNc y amplificación de cebadores para RT-
qPCR y qPCR. 
Se obtuvo el ADN complementario de los genotipos seleccionados (genotipo tolerante y 
genotipo susceptible) para las muestras inoculadas con el patógeno, usando kit comercial 
iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit BiO_RAD® siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. A partir del ADNc sintetizado, se estandarizó el RT-PCR; para esto se 
optimizaron las temperaturas de “annealing” y se preparó una mezcla que contenía 1 ug 
de ADNc (1:10), 1X Phire reaction buffer, 0,1 mM de dNTPs, 2 U/µL Phire Hot Start II DNA 
Polymerase (Thermo Scientific ®); la concentración de cada cebador en la mezcla fue de 








Arabidopsis Gen en T. Cacao Crom Inicio Hit Final Hit Ruta  Secuencia Cebadores (5’-3’) 
TC_1PR1SA At2g14610 Tc02cons_t002770.1 2 1710185 1710976 SA F-TGACAGAGTGGCTGCCTATG 
          R-ACTCCCCACCAACACAAGAG 
TC_3-PDF1.2 At5g44420 Tc02cons_p007330.1 2 4059809 4060352 JA 
F-
GCTATGTCTCTTAAATCTGTTCACTTC 
          R-TGTGCTTTCTCCCATTTCCTG 
TC_4-NPR1- SA+ET At1g64280 Tc09cons_t007540.1 9 4497795 4502674 SA/ET F-TTGTGCGTTGAGATACTGGAG 
          R-GGAATTGATGCTGGCTAATGTG 
TC_6-PAD4-SA At3g52430 Tc01cons_t012190.1 1 7873218 7877076 SA F-TTGGATGCTGAAGACGGTG 
          R-TTGGAGAAGACATGGACTGC 
TC2_PR4/HEL_ET-F At3g04720 Tc06v2_t002080.1 6 2220485 2221270 SA F-GCTCAACTTGGGATGCAAAC 
          R-TCTTCCATCCGTGTCAATCTG 
TC_8JAZ1_JA At1g19180 Tc09v2_g006460 9 3828900 3831558 JA F-GTCAGAAATCGGCTAGGTCAC 
          R-AATTCATGGTAGGACGCAGG 
TC_9 ERF1_ET-F At3g23240 Tc04v2_g020700  4 29062038 29063061 ET F-GGGTGAATTTGAAGATATTGGAGC 
          R-GCTTTTCTGCAGCCTGTTG 
TC_12EIN3_ET At3g20770 Tc09v2_g028440  9 37209195 37213021 ET F-CTTTGAGCTTTGTGGAATCGG 
          R-GTCTGAAACTTGCGGGAAATC 
TC15_ COI1 JA/ET  At2g39940 Tc10v2_g002140  10 1298194 1302511  JA F-GTGTTCCCTTTTGCATCCTTG 
          R-CATCAGCACCCCTTTCAATTC 
TC_PR3-
06g0004901          --                                                                                                                                                                                                                           
Tc06_g000490/ 
Tc06v2_g000370 6 450363 453184   JA F-ATCTGGGTTTCGGGACAAC 
         R-_GGAGCACAGGGATACACATAC 
Tc03v2_SID2 At1g74710 Tc03v2_g006180  3 17256784 17261596 SA  F-GAAGCAGCTCACCACTCATTA 
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       R-TCCTTCAACCTGCAGACAAG 
Tc03v2_1_EDS1 At3g48090 Tc03v2_g000110   3 183125 185687 SA  F- CCATGCTGCCTGTCAACTA  
       R-CAACAACCAGCTTCCCATTTC 
TC_actin2  - Tc08v2_t006820.1  8 3850773 3852813  - F-CCATGCCAACCATCACACC 
          R-GGAACAGGAATGGTTAAGGC 
TC_aTubilina3  - Tc01_g010900  1  -  -  - F-ACCAATCTTAACCGCCTTGTCT 
              R-GTTAGTCTGGAACTCAGTCACAT 





El programa de amplificación incluyó un ciclo inicial de 30s a 98ºC, 35 ciclos de 5s a 98ºC, 
30s, “annealing” 56ºC por 5s, y 10s a 72ºC y por último un ciclo de un minuto a 72ºC. Los 
resultados fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5% teñidos con GelRed (Biotium). 
Los RT-qPCRs fueron realizados en placas de 96 pozos ópticos en una máquina tiempo 
real Biorad CFX 96™ usando SsoAdvanced™ Universal Inhibitor-Tolerant SYBR Green 
Supermix (Biorad). Se midieron los niveles de expresión mediante cuantificación relativa 
utilizando α-tubulina como gen de referencia para la comparación de los valores promedio 
Δct. Se analizaron las tres réplicas biológicas con tres repeticiones técnicas cada una con 
12 plantas del genotipo tolerante y 12 plantas del genotipo susceptible. Una prueba 
ANOVA se utilizó para evaluar las diferencias en la expresión génica. 
 
2.5 Resultados y discusión  
 
2.5.1 Extracción de ARN y obtención de ADNc 
Se realizó la extracción de ARN de cada una de las muestras obtenidas por duplicado. El 
ARN obtenido fue de buena calidad (Figura 5), con concentraciones entre 135.8 ng/µl y 
1377,6 ng/µl y la relación 260/280 con promedios entre 1.97 y 2.18 (Anexo B). La obtención 
de ácidos nucleicos de plantas como cacao es particularmente difícil debido al alto 
contenido de polifenoles y polisacáridos que están presentes en los diferentes tejidos y 
que se coprecipitan con los ácidos nucleicos durante la extracción (Jones et al., 2002; da 
Silva et al., 2003). El protocolo utilizado en este estudio permitió el aislamiento de un ARN 
de buena calidad y buena concentración. A partir de este ARN, fue posible entonces 
obtener un ADNc de buena calidad para todas las muestras extraídas.    
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Figura 5. Visualización de ARN de cacao extraído a partir de hojas inoculadas con P. 
palmivora. Los carriles indican el tratamiento empleado en la extracción en el genotipo 
susceptible CCN-51 y en el genotipo tolerante SCA-6. La electroforesis se realizó en gel 
de agarosa al 1.5% y cada muestra se tiñó con GelREAD. 
 
2.5.2 Amplificación de cebadores para RT-PCR y RT-qPCR. 
Inicialmente se realizó una RT-PCR para validar la amplificación de los cebadores 
diseñados. Los cebadores TC_3-PDF1.2 y TC_6-PAD4-SA no amplificaron (Figura 6), por 
lo cual fueron eliminados del análisis. Se realizó un gradiente de temperatura para cada 
gen y se determinó que la temperatura óptima de “annealing” para los marcadores 
restantes era de 56ºC incluyendo los controles endógenos β-actina y α-tubulina.  
 
Se probó la eficiencia de los genes endógenos β-actina y α-tubulina para normalizar la 
expresión diferencial de los genes analizados. Para esto, se determinó la estabilidad de 
estos genes mediante amplificación por RT-qPCR en diluciones seriadas de ADNc 1:1, 
1:4, 1:16, 1:64. Los datos generados para cada gen se analizaron por regresión lineal 
(Anexo C). Se espera que un gen endógeno presente un comportamiento lineal con 
respecto a la concentración del ADNc y del número de ciclos. El gen endógeno que tuvo 
un comportamiento lineal fue α-tubulina, éste presentó mayor estabilidad en todas las 
diluciones realizadas, comparadas con el gen β-actina, en donde se presentaban 
incongruencias en la regresión. A partir de estos resultados, se decidió utilizar la dilución 







Figura 6. Estandarización de las condiciones de la temperatura de “annealing” de 
cebadores usando RT-PCR en gradiente de temperatura. Los números indican la 
temperatura de “annealing” usada, 1=62ºC; 2=61ºC; 3=58,1ºC; 4=58,1ºC; 5=55,8ºC; 
6=53,9ºC; 7=52,7ºC; 8=52,0ºC. 
2.5.3 Análisis de la respuesta de defensa.  
En este estudio, se analizó la expresión de un total de diez marcadores candidatos a la 
respuesta de defensa en cacao. Este análisis permitió elucidar las vías de respuesta 
implicadas en la interacción planta-patógeno durante las primeras horas de la infección.  
Mediante el cálculo de la eficiencia relativa normalizando con respecto al gen endógeno 
alfa tubulina, se identificaron diferentes tipos de respuesta las cuales se describen a 
continuación. 
2.5.3.1 Genes de respuesta a defensa relacionados con la vía del 
ácido salicílico.  
De acuerdo con los análisis realizados se observó que hay una mayor inducción en la 
planta susceptible en algunos genes implicados en la ruta del ácido salicílico. Los genes 
EDS1, SID2, PR1, mostraron en su mayoría, una mayor expresión a partir de las 48hpi en 
el genotipo susceptible CCN-51, comparado con el genotipo tolerante SCA-6 en donde no 
se observa un aumento significativo en la expresión (Figura 7). El gen EDS1 (Enhanced 
disease susceptibility) muestra un aumento progresivo a partir de las 24 horas hasta las 96 
hpi, mientras que el gen SID 2 (salicylic-acid induction deficient 2) muestra una mayor 
expresión a partir de las 48 y 96 horas después de la inoculación (hpi) en la planta 
susceptible CCN-51 (Figura 7). 










                         8JAZ1                              COI1                         ERF1                                 PR4/H 
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Los resultados encontrados muestran que en la planta tolerante SCA-6, la expresión del 
gen EDS1 es baja desde las 24 hasta las 96 horas, pero el gen SID2 presenta un aumento 
en su expresión a las 24 hpi. Sin embargo, esta inducción disminuye a las 48 y 96 horas. 
Por su parte, los genes que codifican para proteínas PR, TC_1PR1SA y 
TC2_PR4/HEL_ET-F, aumentan su inducción a partir de las 48 hpi en la planta susceptible 
comparado con la planta tolerante (Figura 7).   
Por otro lado, en el genotipo tolerante SCA-6 se observa una mayor inducción en el gen 
NPR1 a las 24 hpi, comparado con el genotipo susceptible CCN-51 en donde también se 
produce una respuesta, aunque mucho menor. Esta inducción de este gen en el genotipo 
tolerante permanece hasta las 96 hpi. 
El ácido salicílico (SA) juega un papel importante en la ruta de transducción de señales 
que conduce a la activación de genes que codifican para algunas proteínas PR (del inglés, 
Pathogenesis Related) (Sanchez et al., 2010). El gen EDS1 es necesario para que se 
produzca la acumulación del SA y para el aumento en la respuesta de defensa que implica 
la producción de ROS (especies de oxigeno reactivas). Este último juega un papel 
importante en la defensa de las plantas puesto que interviene en la señalización celular y 
contribuye a reforzar la pared celular (Falk et al, 1998; López, 2007). Sin embargo, se ha 
reportado que la respuesta de defensa requiere la activación de otros genes como PAD4 
(phytoalexin deficient) y SAG101 (Senescence associated gene 101) (López, 2007) (Figura 
8). 
Se ha demostrado que el gen EDS1 al ser silenciado afecta la señalización del ácido 
salicílico y aumenta la sensibilidad a la infección del patógeno (Wildermuth et al., 2001). 
Este gen EDS1 y el gen SID2 son necesarios para la biosíntesis del SA, que, a su vez, es 
necesario para impulsar las moléculas señales para desencadenar la activación de ciertas 
proteínas tipo PRs. De acuerdo con los resultados presentados, a pesar de que en la planta 
susceptible se produce la inducción de los genes de la vía del SA, esta respuesta no es 
suficiente para evitar el progreso de la enfermedad. 
El gen SID2 regula positivamente la enzima Iscorismato sintasa (ICS) que está involucrada 
junto con otras moléculas en la regulación de la respuesta sistémica adquirida (SAR) 
(Wildermuth et al., 2001; Riveros, 2010), además este gen activa la codificación de 
enzimas que están directamente involucradas en la biosíntesis de SA (Ng et al.,2011). SAR 
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implica la producción de señales en la planta que están involucradas en la activación de 
mecanismos de respuesta en partes no infectadas, de esta forma la planta se predispone 
para resistir ataques adicionales (Sánchez et al., 2010).  
 
Figura 7. Análisis de la expresión de genes de defensa dependientes de la ruta del ácido 
salicílico. La significancia estadística fue determinada por ANOVA (* P ≤ 0.05). Los 
histogramas muestran la media ± SD de 3 réplicas biológicas, cada una con 12 plantas por 
genotipo. 
De acuerdo con los resultados obtenidos, la expresión a las 24 hpi del gen SID2 podría 
estar promoviendo SAR en la planta tolerante debido al ataque del patógeno y la activación 
de la cascada de señalización que preceden la biosíntesis de SA, intentando detener la 
infección en los tejidos sanos. Es importante notar que el gen NPR1 (Non-expressor of 
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Pathogenesis Related genes 1) puede interactuar directa e indirectamente con SA y es 
responsable de la inducción de más de 2000 genes PR (Pathogenesis Related). Los 
resultados muestran que el gen NPR1 presenta un nivel más bajo de expresión en el 
genotipo susceptible CCN-51 que en el genotipo tolerante SCA-6. Sin embargo, los genes 
EDS1 y SID2 los cuales están corriente-arriba del gen NPR1 en la cascada de señalización 
(Figura 8), tienen una mayor inducción en el genotipo susceptible CCN-51 y ambos genes 
están directamente implicados con la acumulación de SA. (Shi et al., 2010; Feechan et al., 
2015).  
El gen NPR1 es uno los principales componentes que regulan la vía de señalización del 
SA (Ng et al. 2011), interviene en la regulación de la respuesta sistémica (RS) en las 
plantas tanto en SAR como en ISR (del inglés, Induced Systemic Resistance) (Gonzalez, 
2012, Nie et al.,2017, Van Loon, 2006). En general se ha descrito que la respuesta ISR es 
inducida principalmente por organismos benéficos mientras que SAR está asociada con la 
respuesta contra organismos patógenos (Guillaume et al., 2012). Sin embargo, en los 
últimos años se ha reportado en varios estudios una capacidad defensiva potenciada sin 
una relación de genes de defensa específicos a la cual se le ha llamado “priming” (Mauch-
Mani et al., 2017). Esta capacidad de defensa potenciada es producida cuando la planta 
se encuentra ante un estímulo proveniente de un patógeno, de un organismo benéfico, un 
compuesto químico o ante señales abióticas y produce en la planta cambios fisiológicos, 
transcripcionales, metabólicos y epigenéticos (Mauch-Mani et al., 2017).  
El rol del gen NPR1 de T. cacao en la defensa contra patógenos fue funcionalmente 
confirmado al transformar plantas de Arabidopsis thaliana con este gen y observar un 
incremento de la resistencia a patógenos (Shi et al. 2010). Un resultado análogo se ve en 
la respuesta de Arabidopsis contra Pseudomonas syringae pv. maculicola (Ng et al., 2011). 
Adicionalmente, se ha demostrado el papel positivo de NPR1, como principal regulador de 
SAR en la respuesta de cacao a la infección por Phytophthora spp. (Fister et al. 2015). 
Esto debido a que el gen NPR1 regula la activación de factores de transcripción de tipo 
general (TAG) que regulan positivamente o negativamente SAR (López 2007). 
Aunque el papel de NPR1 ha sido descrito en cacao como regulador de SAR, de acuerdo 
con los resultados de la expresión de este gen en el patosistema T. cacao- P.palmivora, 
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podría interpretarse que el gen NPR1 está activando una respuesta sistémica, aunque no 
es claro de qué tipo. Por ende, debe ser dilucidada con experimentos adicionales. 
 
 
Modificado de González, 2016 y López, 2007  
Figura 8.  Vías de señalización durante la respuesta de defensa en plantas.  Se muestran 
los genes asociados a las tres principales fitohormonas SA, JA y ET que se activan en la 
respuesta de defensa de la planta frente a patógenos. Los genes en azul representan 
aquellos que presentan mayor inducción en la planta susceptible, mientras que los genes 
en anaranjado representan los de mayor inducción en la planta tolerante. 
Las proteínas PR (Pathogenesis Related), son inducidas y se acumulan en tejidos 
vegetales generalmente después del ataque de patógenos, estas familias proteicas han 
sido ampliamente caracterizadas. Se han descrito las familias de proteínas PR1 y PR4 
como de acción antifúngica y antioomycete (Lopez, 2007). El análisis de los genes de la 
familia PR1 como TcPR-1f y TcPR-1g (Tc10_g000980) en cacao han mostrado una 
regulación positiva durante la etapa biotrófica de la infección por el basidiomiceto 
Moniliophthora perniciosa (Texeira et al., 2013). En este estudio, los resultados de la 
expresión del gen TcPR_1g en la planta susceptible inoculada con P. palmivora 
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concuerdan con lo reportado por Texeira et al., (2013) en donde el perfil de expresión de 
TcPR-1g aumenta después de la percepción del patógeno en interacciones compatibles 
(Texeira et al., 2013). Otros ensayos como los realizados por Fister et al., (2016) para el 
mismo gen TcPR-1g en P. palmivora-T. cacao no muestran ninguna respuesta. Sin 
embargo, la familia proteíca PR-1 ha sido ampliamente reportada en la activación de la 
defensa en plantas (Loake y Murray, 2007; Mitsuhara et al., 2008), aunque su papel en 
cacao aún debe ser analizado a profundidad. 
Según Menezes et al., (2014), el gen TcPR-4b perteneciente a la familia PR4 en un 
genotipo de cacao susceptible a M. perniciosa se expresó en las etapas finales de la 
infección (45-90 días después de la infección) correspondiente al inicio de la fase 
necrótrofa. Esto concuerda con los resultados hallados en este estudio para P. palmivora, 
en donde a partir de las 48 hpi la lesión es mayor en el genotipo susceptible (ver capítulo 
1) y corresponde a un aumento en la expresión de este gen. Para poder confirmar el rol de 
este gen, es necesario establecer en este patosistema el inicio de la etapa necrotrófica de 
P. palmivora en cacao. 
2.5.3.2. Genes de respuesta a defensa relacionados con las vías 
ácido jasmónico y el etileno.  
Los genes COI (Coronatine Insensitive1), EIN3 (Ethylene Insensitive 3) y ERF1 (Ethylene-
Response-Factor1) se expresan en la planta tolerante a las 24 hpi (Figura 9, Anexo D) y 
hay una disminución de la expresión a las 48 hpi seguido de un aumento para los tres 
genes a las 96 hpi. La planta tolerante estaría entonces activando su sistema de defensa 
conteniendo de esta forma el desarrollo de los síntomas y el avance de la lesión. Por el 
contrario, en la planta susceptible no se produce una inducción significativa de dichos 
genes. 
El papel de los genes COI, EIN; ERF y JAZ en las vías de señalización JA y ET ha sido 
estudiado a nivel funcional en Arabidopsis (Jalali et al., 2006). En algunos casos, el ataque 
de patógenos necrotróficos induce la acumulación de JA y ET (Penninckx et al., 1998 
citado por Jalali et al., 2006). En el presente estudio, hay una asociación entre la aparición 
de los primeros puntos de necrosis (Figura 9) y la expresión de estos genes en la planta 
tolerante SCA-6. Estos resultados podrían ser un indicador del paso del patógeno a la 
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etapa necrotrófica, sin embargo, se deben realizar estudios histológicos para comprobar 
que esto esté pasando.  
Por su parte, las proteínas JAZ son represoras de la señalización de JA y su degradación 
permite que factores de transcripción como MYC2 activen la expresión de genes que 
responden a JA (Bari, 2009). El gen COI (coronelina insensible1-1 o coi1-1) que codifica 
una proteína con un dominio F-box participa en la formación de complejos COI1-JAZ que 
es responsable de la degradación de las proteínas JAZ por el proteosoma 26S y regula 
positivamente la señalización de JA (Lorenzo et al., 2005, Katsir et al., 2008). La expresión 
significativa (P ≤ 0.05) del gen JAZ y del gen COI1 a través del tiempo a partir de las 24 
hpi en la planta tolerante SCA-6 podría ser una evidencia de la activación de la señalización 
de JA.  
El gen ERF ha sido descrito en Arabidopsis como un gen de respuesta inmediata tanto a 
ET y como a JA, asimismo puede ser regulado sinérgicamente por ambas hormonas 
(Solano et al., 1998 citado por Lorenzo et al., 2003, 2005). Se ha reportado que este gen 
es inducido tras la infección por patógenos necrótrofos (Berrocal-Lobo y Molina 2004). La 
expresión de este gen en las plantas de SCA-6 a partir de las 24 hpi indicaría la activación 
de respuesta de defensa por las vías del etileno y del ácido jasmónico. La expresión mayor 
en la planta tolerante SCA-6 comparada a la expresión en la planta susceptible podría 
relacionarse con una defensa más efectiva por parte de la planta tolerante. 
El gen TC_PR3-06g000490 (Figura 9) muestra una expresión alta en la planta tolerante a 
las 24 hpi comparada con la susceptible, la cual disminuye después de las 48 hpi en los 
dos genotipos. Este gen fue identificado por Fister et al., (2016), los cuales evaluaron la 
interacción de P. palmivora y Colletotrichum theobromicola en T. cacao, observando una 
alta expresión de este gen en las primeras etapas de infección. Los genes de la familia 
PR3 han sido descritos con actividad quitinasa, enzimas capaces de degradar la quitina 
de los hongos (Lopez et al, 2007). La señal mediada por PAMP (Pathogen Associated 
Molecular Patterns) o el gen R podría estar activando la expresión de este gen el cual 
podría causando la degradación de la quitina de los patógenos. Este gen PR3 se ha 
reportado con una mayor resistencia a los patógenos al degradar las hifas fúngicas en las 
raíces y así limitar la infección (Chen et al., 2014). Aunque la mayoría de la expresión de 
proteínas relacionadas con la patogénesis, PR, se han asociado con la respuesta a la vía 
de SA, se ha demostrado que algunos genes relacionados con la expresión de algunas de 
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estas proteínas como PR3 están más involucrados en respuesta inducidas por las vías del 




Figura 9.  Análisis de la expresión de genes de defensa dependientes de las rutas del 
ácido jasmónico y el etileno. La significancia estadística fue determinada por ANOVA (* P 
≤ 0.05). Los histogramas muestran la media ± SD de 3 réplicas biológicas, cada una con 
12 plantas por genotipo. 
 
En este estudio, la presencia de las proteínas NPR1 y PR3 en la planta tolerante parece 
ser necesaria para una respuesta de defensa eficiente. En el futuro es necesario establecer 
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ensayos en el patosistema T. cacao- P. palmivora, para reconocer el momento en el que 
se produce el cambio de la fase biotrófica a la fase necrotrófica con el fin de ratificar los 
resultados aquí reportados. Adicionalmente, se necesitan ensayos en los cuales se validen 
el rol de estos dos genes a nivel funcional.  
En general, el estilo de vida de un patógeno suele imponer el tipo de defensa en el 
huésped, por ejemplo, éste puede ser capaz de manipular la conversación cruzada de las 
vías de respuesta SA y JA/ET para tener una colonización exitosa. Por ejemplo, el estudio 
del patosistema Sesamum indicum L- Macrophomina phaseolin (Chowdury et al., 2017) 
mostró que los genes relacionados con las vías de JA y ET tiene una mayor inducción en 
la planta tolerante en la etapa necrótrofa del patógeno. En el patosistema T. cacao – P. 
palmivora se detectó una mayor expresión en los genes relacionados con la vía del JA/ET 
en la planta tolerante que la vía del SA. Sin embargo, esta información no es suficiente 
para establecer una relación entre las vías de defensa SA, JA/ET entre las fases biotrófica 
y necrotrófica.   
En este estudio, de acuerdo con los resultados de expresión diferencial de los genes 
estudiados, el genotipo SCA-6 (tolerante) es capaz de activar efectivamente una respuesta 
sistémica, al detectar el patógeno, y controlar el avance de la enfermedad. Esto comparado 
con el genotipo CCN-51 (susceptible) en donde a pesar de que la mayoría de los genes 
de SA se encuentran inducidos se produce una interacción compatible entre el patógeno y 
la planta. Con los resultados obtenidos, no es posible elucidar si la respuesta de SCA-6 se 
trata de SAR o de ISR, aunque los genes que se encuentran mayormente inducidos 
corresponden a la de la vía de JA/ET (COI, EIN, ERF y JAZ) y esto fortalecería la hipótesis 
de una respuesta ISR, probablemente ayudada por la activación de los genes MYC2 y 
PDF1.2 (Enoki y Susuki, 2016). Esta respuesta es probablemente desencadenada de un 
efecto “priming” derivado de estímulos por la presencia de los PAMPs del patógeno o del 
patógeno mismo (Mauch-Mani et al., 2017). De acuerdo con lo anterior, es necesario 
realizar estudios adicionales para determinar el comportamiento y sincronización de las 
respuestas SAR e ISR con las fases biotrófica y necrotrófica de P. palmivora.  
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2.6 Conclusiones  
 
Se confirmó, que existe una respuesta diferencial en genotipos contratantes de T. cacao 
cuando se infectan con P. palmivora. Los genes relacionados con la vía del SA muestran 
una mayor activación en el genotipo CCN-51 (susceptible) a las 48 hpi comparados con el 
genotipo SCA-6 (tolerante). En contraste, la activación de genes de la vía del JA presentan 
niveles de expresión mayores en el genotipo SCA-6 (tolerante) a las 24 hpi.  
Los genes NPR1 y PR3 (TC_PR3-06g000490) muestran una mayor inducción en el 
genotipo SCA-6 (tolerante) lo cual podría relacionarse con una respuesta inducida por el 
ataque del patógeno. Adicionalmente, la planta tolerante podría presentar una respuesta 
de tipo sistémico, la cual podría tratarse de ISR mediada por un efecto “priming” estimulado 
por la presencia del patógeno o moléculas producidas por éste.  
Finalmente, se ratificó que en el patosistema T. cacao- P. palmivora, existe una respuesta 
sinérgica entre las vías del JA/ET, ya que en genes de ambas vías presentan una inducción 
en el genotipo tolerante SCA-6. Sin embargo, es necesario establecer el momento del 
cambio entre biotrofía y necrotrofía en P. palmivora para determinar si la activación de 
estos genes está relacionada con el inicio de necrosis o con otro tipo de respuestas como 
una respuesta de tipo hipersensible. 
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3. Conclusiones y recomendaciones 
3.1 Conclusiones 
Durante el desarrollo de este trabajo se logró estandarizar una nueva metodología de 
inoculación eficiente y reproducible de P. palmivora en plántulas de T. cacao que puede 
ser usada para identificar el grado de respuesta diferencial entre genotipos de cacao.     
Se determinó que existe una respuesta diferencial a nivel fenotípico y molecular entre los 
dos genotipos usados genotipo susceptible CCN-51 y genotipo tolerante SCA-6, que se 
hace más significativa a partir de las 48 hpi. Sin embargo, es necesario dilucidar el cambio 
de etapa biotrófica a necrotrófica en el patógeno.  
Fue posible evidenciar, que a nivel molecular se presentan diferentes tipos de 
interacciones compatibles e incompatibles en los dos genotipos de cacao a la infección de 
P. palmivora y que están relacionadas con la activación de distintos genes de las vías del 




Es preciso evaluar el protocolo de inoculación desarrollado en diferentes órganos de la 
planta para establecer si existe una relación positiva con lo encontrado en las hojas, 
adicionalmente se sugiere probar este protocolo de inoculación en otros genotipos con 
diferente grado de respuesta a la planta.      
Se recomienda evaluar a nivel fenotípico todas las etapas de desarrollo de la enfermedad 
en diferentes genotipos para lograr estandarizar una escala del progreso de la enfermedad.  
Se recomienda realizar estudios de expresión usando técnicas como RNA-seq para 
identificar genes puntuales implicados en la expresión diferencial en la interacción T. 
cacao- P. palmivora. 
Se ha encontrado en patógenos como Moniliophthora perniciosa en cacao, un aumento en 
su crecimiento en presencia de niveles elevados de AS, Por ende, se recomienda estudiar 
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si el aumento de AS favorece el crecimiento, colonización y patogenicidad de P. palmivora 
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B. Anexo: Concentraciones de RNA 
obtenidas  
Nombre de la muestra  [] ng/µl 260/280 230/260 
CCN 51 mock P1 0 Horas R1 677,2 2 1,11 
CCN 51 mock P2 0 Horas R1 274,9 2,16 1,85 
CCN 51 mock P3 0 Horas_R1 511,1 1,98 2 
CCN 51 inoculado P1 0 Horas R1 338 2,17 2,14 
CCN 51 inoculado P2 0 Horas R1 893 2,13 1,92 
CCN 51 inoculado P3 0 Horas_R1 348,2 2,03 1,95 
SCA6 mock P1 0 horas R1 484,1 2,12 1,66 
SCA6 mock P2 0 horas R1 795,9 2,08 2,35 
SCA6 mock P3 0 horas R1 221,3 2,11 1,75 
SCA6 inoculado P1 0 horas_R1  803,3 2,18 2,23 
SCA6 inoculado P2 0 horas R1 450,4 1,99 1,98 
SCA6 inoculado P3 0 horas R1  462,6 2,11 2,09 
CCN 51 mock P1 24 Horas R1 237,9 2,01 1,4 
CCN 51 mock P2 24 Horas R1 277,5 2,17 1,85 
CCN 51 mock P3 24 Horas_R1 479 2,18 2,31 
CCN 51 inoculado P1 24 Horas R1 504,9 2,18 2,18 
CCN 51 inoculado P2 24 Horas R1 503,8 2,14 2,11 
CCN 51 inoculado P3 24 Horas_R1 266,5 2,09 2,12 
SCA6 mock P1 24 horas R1 524,2 2,11 1,51 
SCA6 mock P2 24 horas R1 829,6 2,06 2,15 
SCA6 mock P3 24 horas R1 489,6 2,1 2,16 
SCA6 inoculado P1 24 horas_R1  546,8 2,17 2,25 
SCA6 inoculado P2 24 horas R1 690,8 2 1,5 
SCA6 inoculado P3 24 horas R1  274,8 2 1,13 
CCN 51 mock P1 48 Horas R1 983,1 2,1 1,71 
CCN 51 mock P2 48 Horas R1 469,8 2,1 2,01 
CCN 51 mock P3 48 Horas_R1 406,1 2,11 2,16 
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CCN 51 inoculado P1 48 Horas R1 1200,4 2,13 2,11 
CCN 51 inoculado P2 48 Horas R1 1042,4 2 1,11 
CCN 51 inoculado P3 48 Horas_R1 331,4 2,06 2,12 
SCA6 mock P1 48 horas R1 790,2 2,11 1,84 
SCA6 mock P2 48 horas R1 263,8 1,99 2 
SCA6 mock P3 48 horas R1 668,8 2,09 2,38 
SCA6 inoculado P1 48 horas_R1  630,3 2,17 2,2 
SCA6 inoculado P2 48 horas R1 741,7 2,18 2,12 
SCA6 inoculado P3 48 horas R1  293,8 2,11 1,58 
CCN 51 mock P1 96 Horas R1 485 2,04 1,61 
CCN 51 mock P2 96 Horas R1 289,3 2,15 1,63 
CCN 51 mock P3 96 Horas_R1 884,7 2,1 1,94 
CCN 51 inoculado P1 96 Horas R1 670,3 2 1,42 
CCN 51 inoculado P2 96 Horas R1 519,2 2,09 2,41 
CCN 51 inoculado P3 96 Horas_R1 1603,2 2 1,81 
SCA6 mock P1 96 horas R1 908,6 1,99 1,39 
SCA6 mock P2 96 horas R1 578 2 1,04 
SCA6 mock P3 96 horas R1 220,8 2,06 2,15 
SCA6 inoculado P1 96 horas_R1  177,6 2,02 2,15 
SCA6 inoculado P2 96 horas R1 801,4 2,06 2,11 
SCA6 inoculado P3 96 horas R1  285,1 2,13 1,56 
CCN 51 mock P1 0 Horas R2 356,1 2,08 1,49 
CCN 51 mock P2 0 Horas R2 714,6 2,03 1,45 
CCN 51 mock P3 0 Horas_R2 612,3 2,18 2,06 
CCN 51 inoculado P1 0 Horas R2 547,1 2,1 1,53 
CCN 51 inoculado P2 0 Horas R2 198,8 2,07 1,6 
CCN 51 inoculado P3 0 Horas_R2 555,6 2,13 2,19 
SCA6 mock P1 0 horas R2 544,7 1,98 1,19 
SCA6 mock P2 0 horas R2 366,1 2,1 2,19 
SCA6 mock P3 0 horas R2 420,6 2,11 2,1 
SCA6 inoculado P1 0 horas_R2  405,3 2,08 1,95 
SCA6 inoculado P2 0 horas R2 393,2 2,07 1,83 
SCA6 inoculado P3 0 horas R2  531,1 2,08 2,35 
CCN 51 mock P1 24 Horas R2 483 2,04 1,58 
CCN 51 mock P2 24 Horas R2 322,9 2,13 2,15 
CCN 51 mock P3 24 Horas_R2 769,5 2,17 2,3 
CCN 51 inoculado P1 24 Horas R2 519,2 2,12 1,85 
CCN 51 inoculado P2 24 Horas R2 1424,5 2,04 1,69 
CCN 51 inoculado P3 24 Horas_R2 300,1 2,07 2,15 
SCA6 mock P1 24 horas R2 565,3 2,17 1,86 
SCA6 mock P2 24 horas R2 542,9 2,04 2,2 
SCA6 mock P3 24 horas R2 300,1 2,07 2,15 
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SCA6 inoculado P1 24 horas_R2  347,9 2,07 2 
SCA6 inoculado P2 24 horas R2 194,1 2,01 2,23 
SCA6 inoculado P3 24 horas R2  730,3 2,12 2,11 
CCN 51 mock P1 48 Horas R2 586,5 2,1 1,67 
CCN 51 mock P2 48 Horas R2 1189,3 2,14 2,04 
CCN 51 mock P3 48 Horas_R2 227,8 2,08 2,5 
CCN 51 inoculado P1 48 Horas R2 572,8 2,08 2,02 
CCN 51 inoculado P2 48 Horas R2 688,9 2 1,64 
CCN 51 inoculado P3 48 Horas_R2 2133,3 1,97 1,83 
SCA6 mock P1 48 horas R2 804,6 2,03 1,17 
SCA6 mock P2 48 horas R2 647,3 2,19 2 
SCA6 mock P3 48 horas R2 294,2 2,09 2,1 
SCA6 inoculado P1 48 horas_R2  392 2,08 2,09 
SCA6 inoculado P2 48 horas R2 189,2 2,12 2,04 
SCA6 inoculado P3 48 horas R2  360,1 2,11 2,04 
CCN 51 mock P1 96 Horas R2 344 2,07 1,53 
CCN 51 mock P2 96 Horas R2 1588,3 2 1,05 
CCN 51 mock P3 96 Horas_R2 301,8 2,03 2,27 
CCN 51 inoculado P1 96 Horas R2 428,1 2,12 2,11 
CCN 51 inoculado P2 96 Horas R2 388,4 2,13 2,06 
CCN 51 inoculado P3 96 Horas_R2 325,6 2 1,41 
SCA6 mock P1 96 horas R2 903 1,99 1,25 
SCA6 mock P2 96 horas R2 715,4 2,13 1,92 
SCA6 mock P3 96 horas R2 135,8 2,19 1,86 
SCA6 inoculado P1 96 horas_R2  244,6 2 1,57 
SCA6 inoculado P2 96 horas R2 220,8 2,06 2,15 
SCA6 inoculado P3 96 horas R2  559,8 2,13 2,36 
CCN 51 mock P1 0 Horas R3 314,4 2,11 1,68 
CCN 51 mock P2 0 Horas R3 1004,8 2 1,01 
CCN 51 mock P3 0 Horas_R3 262,1 2,04 2,28 
CCN 51 inoculado P1 0 Horas R3 1241,8 2,05 2,49 
CCN 51 inoculado P2 0 Horas R3 237,4 2,06 2,34 
CCN 51 inoculado P3 0 Horas_R3 189,2 2,12 2,04 
SCA6 mock P1 0 horas R3 786,4 2 1,28 
SCA6 mock P2 0 horas R3 1139,4 2,02 1,82 
SCA6 mock P3 0 horas R3 347,8 2,07 2,25 
SCA6 inoculado P1 0 horas_R3  324,1 2,03 1,77 
SCA6 inoculado P2 0 horas R3 420,6 2,11 2,1 
SCA6 inoculado P3 0 horas R3  555,3 2,19 2,26 
CCN 51 mock P1 24 Horas R3 318,6 2,09 1,46 
CCN 51 mock P2 24 Horas R3 1064,4 2 1,84 
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CCN 51 mock P3 24 Horas_R3 288,6 2,05 2,27 
CCN 51 inoculado P1 24 Horas R3 1356,8 2,15 2,01 
CCN 51 inoculado P2 24 Horas R3 630,3 2 1,6 
CCN 51 inoculado P3 24 Horas_R3 879,3 2,04 1,86 
SCA6 mock P1 24 horas R3 1207,1 2 1,28 
SCA6 mock P2 24 horas R3 504,8 2,15 2,03 
SCA6 mock P3 24 horas R3 251,9 2,14 1,15 
SCA6 inoculado P1 24 horas_R3  721,3 2,16 2,18 
SCA6 inoculado P2 24 horas R3 438,3 2,07 2,09 
SCA6 inoculado P3 24 horas R3  269,3 2,1 1,47 
CCN 51 mock P1 48 Horas R3 338,6 2,1 1,23 
CCN 51 mock P2 48 Horas R3 514,5 2,07 2,66 
CCN 51 mock P3 48 Horas_R3 563,6 2,09 2,41 
CCN 51 inoculado P1 48 Horas R3 261 2,13 1,98 
CCN 51 inoculado P2 48 Horas R3 655,9 2,12 2,05 
CCN 51 inoculado P3 48 Horas_R3 472,3 2,1 1,97 
SCA6 mock P1 48 horas R3 451,1 2,15 1,66 
SCA6 mock P2 48 horas R3 951,4 2 1,34 
SCA6 mock P3 48 horas R3 251,8 2,15 1,83 
SCA6 inoculado P1 48 horas_R3  383,6 2,11 2,12 
SCA6 inoculado P2 48 horas R3 357,3 2,13 2,05 
SCA6 inoculado P3 48 horas R3  471,5 2,05 2,04 
CCN 51 mock P1 96 Horas R3 277 2,14 1,4 
CCN 51 mock P2 96 Horas R3 197,7 2,14 2,07 
CCN 51 mock P3 96 Horas_R3 321,5 2,11 2,08 
CCN 51 inoculado P1 96 Horas R3 712,4 2 1,25 
CCN 51 inoculado P2 96 Horas R3 708,5 2,08 2,26 
CCN 51 inoculado P3 96 Horas_R3 202,8 2,09 2,03 
SCA6 mock P1 96 horas R3 614,7 2,07 1,61 
SCA6 mock P2 96 horas R3 1112,3 2 1,86 
SCA6 mock P3 96 horas R3 225,1 2,14 1,57 
SCA6 inoculado P1 96 horas_R3  394,5 2,06 1,85 
SCA6 inoculado P2 96 horas R3 1073,7 2,11 2,22 
SCA6 inoculado P3 96 horas R3  841 2,12 2,35 
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C. Anexo: Regresión lineal de la 
amplificación en diluciones seriadas 





















D. Análisis de varianza genotípico 
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